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РЕЗЮМЕ

Цель исследования. Оценить антипролиферативные свойства нового алкалоида (Р1) в отношении клеточных культур КРР HT‑29, 
Caco‑2 и HCT116.
Материалы и методы. В эксперименте использовались клеточные культуры КРР (HCT116, HT‑29, Caco‑2). Алкалоид (Р1) был выделен 
из Petasites hybridus (L.) G. Gaertn., B. Mey. & Scherb и идентифицирован с помощью методов ВЭЖХ и ядерного магнитного резонанса. 
Клетки инкубировали с различными концентрациями алкалоида и проводили анализ жизнеспособности клеток. Контрольным 
соединением являлся известный алкалоид берберин.
Результаты. В ходе эксперимента алкалоид (Р1) продемонстрировал выраженное антипрофелиферативное действие на все ис‑
следуемые клеточные линии колоректального рака – HCT116, HT‑29 и Caco‑2. Наиболее высокая чувствительность была выявлена 
у клеток линии HCT116, где значение IC50 составило 15,73 мкмоль/л при 72‑часовой инкубации, что свидетельствует о значительной 
способности алкалоида подавлять пролиферацию этих опухолевых клеток. Кроме того, при сравнении активности алкалоида (Р1) 
с контрольным соединением – известным противоопухолевым алкалоидом берберином – было установлено, что (Р1) проявляет более 
высокую цитостатическую эффективность в культурах Сасо‑2 (IC50

Р1 = 54,489 ± 8,3 мкмоль/л против IC50
berb = 193,154 ± 13,1 мкмоль/л) 

и НТ‑29 (IC50
Р1 = 55,375±7,1 мкмоль/л против IC50

berb = 90,22 ± 8,2 мкмоль/л).
Заключение. Результаты проведенного исследования демонстрируют, что алкалоид (Р1) обладает выраженными антипролифера‑
тивными свойствами в отношении клеточных линий колоректального рака, что свидетельствует о его значительном потенциале 
в качестве противоопухолевого агента. Особенно важно отметить его высокую эффективность в сравнении с известным алкало‑
идом берберином, что подчеркивает перспективность дальнейших исследований данного соединения. Эти данные открывают 
новые возможности для разработки инновационных лекарственных препаратов на основе природных соединений. В дальнейшем 
необходимы углубленные доклинические и клинические исследования, направленные на изучение механизмов действия алкалоида 
(Р1), его безопасности и эффективности in vivo, а также оптимизацию его фармакологических свойств для возможного применения 
в клинической практике.
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ABSTRACT

Purpose of the study. To evaluate the antiproliferative properties of the novel alkaloid (P1) against CRC cell lines HT‑29, Caco‑2, and HCT116.
Materials and methods. CRC cell lines (HCT116, HT‑29, Caco‑2) were used in the experiments. The alkaloid (P1) was isolated from Petasites 
hybridus (L.) G. Gaertn., B. Mey. & Scherb and identified using high-performance liquid chromatography (HPLC) and nuclear magnetic resonance 
spectroscopy (NMR). Cells were incubated with various concentrations of the alkaloid, and cell viability was assessed. Berberine, a well-known 
anticancer alkaloid, served as the reference compound.
Results. The alkaloid (P1) demonstrated pronounced antiproliferative activity across all tested colorectal cancer cell lines – HCT116, HT‑29, 
and Caco‑2. The highest sensitivity was observed in HCT116 cells, with an IC50 value of 15.73 μmol/L after 72‑hour incubation, indicating 
a substantial inhibitory effect on tumor cell proliferation. Comparative analysis showed that (P1) exhibited greater cytostatic efficacy than 
berberine in Caco‑2 (IC50

(P1) = 54.489 ± 8.3 μmol/L vs IC50
(berb) = 193.154 ± 13.1 μmol/L) and HT‑29 cultures. (IC50

(P1) = 55.375 ± 7.1 μmol/L vs 
IC50

(berb) = 90.22 ± 8.2 μmol/L).
Conclusion. The findings indicate that the alkaloid (P1) possesses significant antiproliferative potential against colorectal cancer cell lines, 
underscoring its promise as a prospective anticancer agent. Notably, its superior efficacy compared with berberine highlights the relevance of 
further investigation. These results support continued development of (P1) as a basis for novel therapeutic agents. Future work should include 
detailed preclinical and clinical studies to elucidate its mechanism of action, evaluate safety and in vivo efficacy, and optimize pharmacological 
properties for potential clinical application.

Keywords: colorectal cancer, plant alkaloid, berberine, cytostatic properties, cell cultures
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Цитостатики, используемые в онкологии, пред‑
ставляют собой важный класс препаратов, игра‑
ющих ключевую роль в лечении различных видов 
рака, включая колоректальный рак (КРР) [1]. По 
данным Всемирной организации здравоохране‑
ния (ВОЗ), заболеваемость КРР продолжает расти, 
что подчеркивает необходимость разработки новых 
цитостатических препаратов, обладающих высо‑
кой антипролиферативной активностью и низкой 
токсичностью [2].

В  последние годы растительные алкалоиды 
привлекают внимание исследователей благодаря 
установленным у многих из них цитостатическим 
свойствам. Один из наиболее изученных алкалои‑
дов – берберин – продемонстрировал способность 
ингибировать пролиферацию раковых клеток 
и вызывать апоптоз [3]. Берберин воздействует на 
ключевые белковые мишени сигнальных путей, 
регулирующих пролиферацию клеток, включая 
фосфатидилинозитол‑3‑киназу (PI3K), протеинки‑
назу B (Akt), мишень рапамицина у млекопитаю‑
щих (mTOR) в пути PI3K/Akt, а также Raf-киназу, 
митоген-активируемую протеинкиназу (MEK) 
и экстрацеллюлярно-сигнальную регуляторную ки‑
назу (ERK) в пути MAPK. Такое воздействие позво‑
ляет рассматривать берберин как перспективное 
противоопухолевое средство [4].

Однако, несмотря на многообещающие резуль‑
таты, берберин имеет свои ограничения, включая 
низкую биодоступность и возможные побочные 
эффекты, что может ограничивать его клиническое 
применение [5, 6]. В связи с этим изучение новых 
растительных алкалоидов становится особенно 
актуальным.

Соединение (Р1), исследованное в нашей работе, 
относится к индольным алкалоидам и является 
структурно близким к алкалоидам, извлекаемым 
из растений рода Corynanthe sp., известным своими 
анальгезирующими и противовоспалительными 
свойствами [7] (рис. 1).

Согласно предварительным данным, он демон‑
стрирует значительные цитостатические эффекты 
в отношении клеточных культур рака поджелудоч‑
ной железы и немелкоклеточной аденокарциномы 
легкого [8]. Сравнение действия на культуры КРР 
нового алкалоидa (P1) с берберином позволит оце‑
нить его эффективность и потенциал в качестве 
возможного терапевтического агента.

Цель исследования: оценить антипролифератив‑
ные свойства нового алкалоида (Р1) в отношении 
клеточных культур КРР HT‑29, Caco‑2 и HCT116.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Высушенные и  измельченные корневища 
P.hibridus (L.). были помещены в экстрактор Соксле‑
та; в колбу для экстракции было залито 250 мл те‑
трахлорэтилена (C2Cl4). Экстракцию проводили 
при нагревании тетрахлорэтилена в экстракторе 
Сокслета с обратным холодильником в течение 
24 ч. По окончании экстракции из 250 мл полу‑
ченной смеси отогнали тетрахлорэтилен, оставив 
в перегонной колбе 5 мл экстракта. Сконцентриро‑
ванный раствор нанесли на хроматографическую 
колонку, заполненную силикагелем (SiO2хH2O). В ка‑
честве элюента последовательно использовали 
C2Cl4, CH2Cl2 и смесь CH2Cl2 и EtOH в соотношении 
10:1. Структуру выделенного алкалоидa (Р1) под‑
тверждали методом ядерного магнитного резо‑
нанса спектроскопии на ядрах H1 и C13 [3]. После 
очистки алкалоид был растворен в диметилсуль‑
фоксиде (ДМСО) (Биолот, Российская Федерация) 
для получения стокового раствора с концентра‑
цией 8,8 ммоль/л. Стоковый раствор берберина 
(25 ммоль/л) также готовили в ДМСО из сухой соли 
хлорида берберина (Sigma-Aldrich, США).

В эксперименте использовали клеточные куль‑
туры КРР HT‑29, Caco‑2 и HCT116, полученные из 
коллекции Института цитологии РАН (г.  Санкт-
Петербург, Российская Федерация), а также моно‑
нуклеарные клетки периферической крови (МНК), 
полученные от здоровых доноров. Клетки посто‑
янных культур рака высаживали по 5 тыс. на лунку 
в 96‑луночные планшеты в полной питательной сре‑

Рис. 1. Структурная формула соединения – (P1) из 
Petasites hybridus (L.) G. Gaertn., B. Mey. & Scherb.

Chemical Formula: C20H30N2

Molecular Weight: 298,4740
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де (ППС) DMEM (Servicebio, Китай), с добавлением 
10 % фетальной бычьей сыворотки (Gibco, США), 
1 % глутамина («БиолоТ», Россия), 1 % раствора не‑
заменимых аминокислот («БиолоТ», Россия), 1 % 
пенициллина-стрептомицина («БиолоТ», Россия). 
После адгезии клеток проводили замену среды на 
ППС с добавлением тестируемых алкалоидов в се‑
рии двукратных разведений: от 125 мкмоль/л до 
10,12 мкмоль/л для берберина и от 44 мкмоль/л до 
0,34 мкмоль/л для нового алкалоидa (P1). Клетки 
инкубировали в течение 24 и 72 ч при 37 °C в ат‑
мосфере с 5,0 % содержанием CO2. В серии про‑
веденных экспериментов были протестированы 
различные концентрации берберина, в результате 
чего нами были выявлены оптимальные значения 
для данного исследования [9, 10].

Клетки МНК здоровых доноров получали из 
венозной крови, собранной в пробирки с ЭДТА 
(МиниМед, Российская Федерация). В день забо‑
ра кровь разводили средой RPMI1640 (Servicebio, 
Китай) в два раза и наслаивали на фиколл (Био‑
лот, Россия), после чего центрифугировали 30 мин. 
при ускорении 730g. Далее осторожно собирали 
кольцо МНК, образовавшееся на границе раздела 
фаз, и переносили в отдельную пробирку. Получен‑
ные МНК отмывали один раз в среде RPMI1640, 
после чего подсчитывали и пассировали по 5 тыс. 
клеток на лунку 96‑луночного планшета в среде 
RPMI1640 с добавлением 10 % фетальной бычьей 
сыворотки. Далее в среду вносили алкалоид (Р1) 
в серии двукратных разведений от 44 мкмоль/л 
до 0,34 мкмоль/л и инкубировали 72 ч при 37 °C 
в атмосфере с 5,0 % содержанием CO2.

После инкубации в  адгезионных культурах 
и МНК определяли количество живых и мертвых 
клеток путем прямого подсчета после окраши‑
вания ядер смесью красителей Hoescht 33342 
(1 мг/ мл) (ThermoFisher, США) и этидия бромида 
(10 мг/мл) (Servicebio, Китай). Визуализацию ре‑
зультатов осуществляли с помощью имиджера 
LionheartFX (BioTek, США), а подсчет окрашенных 
ядер проводили в программном обеспечении Gen5 
(BioTek, США). Жизнеспособность клеток рассчиты‑
вали как отношение числа живых клеток в опыте 
с  добавлением тестируемого соединения к  ко‑
личеству живых клеток в контроле, выраженное 
в процентах. Для каждого варианта опыта было 
заложено по 8 повторов, и эксперимент повторяли 
трижды. Результаты представлены как среднее 
значение ± SD.

Достоверность различий между средними 
значениями жизнеспособности определяли с по‑
мощью t-критерия Стьюдента с учетом поправки 
Бонферрони. Построение кривых доза-ответ и опре‑
деление показателя половинной ингибирующей 
концентрации (IC50) производили с помощью он‑
лайн инструмента IC50 Calculator («Quest Graph™ 
IC50 Calculator.»AAT Bioquest, Inc., 13 Feb. 2025, 
https://www.aatbio.com/tools/ic50‑calculator).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

По результатам исследования было установле‑
но, что алкалоид (Р1) проявляет специфическое 
антипролиферативное действие в отношении ис‑
следованных культур злокачественных клеток. 
Инкубация с 44 мкмоль/л (Р1) в течение 72 ч при‑
вела к увеличению содержания мертвых клеток по 
сравнению с контролем без воздействия в > 30 раз 
в культуре НСТ116, в 7,55 раз – в культуре Сасо‑2 
и в 6,37 раз – в культуре НТ‑29, что было достоверно 
выше, чем в культуре МНК здоровых доноров для 
той же концентрации (2,5 раза) (рис. 2А). Сниже‑
ние концентрации тестируемого соединения (Р1) 
сопровождалось сокращением достоверной разни‑
цы исследованных показателей между культурами 
злокачественных и нормальных клеток. Так, при 
инкубации с 22 мкмоль/л (Р1) содержание мерт‑
вых клеток по сравнению с контролем было досто‑
верно выше в двух культурах – НСТ116 (7,59 раз) 
и Сасо‑2 (3,41 раз), чем в культуре МНК (2,03 раз), 
но не в культуре НТ‑29 (2,22 раз). Наконец, при инку‑
бации с 11 мкмоль/л тестируемого алкалоида раз‑
ница в данном показателе осталась достоверной 
только между культурами МНК (1,09 раз) и Сасо‑2 
(1,72 раза).

Цитостатическая активность алкалоида (Р1) 
в отношении клеточных культур КРР варьировала 
в достаточно узких пределах. При экспозиции 24 ч 
значение половинной ингибирующей концентра‑
ции IC50 было наименьшим для культуры НСТ116 
(IC50 = 51,98 ± 4,8 мкмоль/л) и наибольшим для 
НТ‑29 (IC50 = 55,375 ± 7,1 мкмоль/л). При экспозиции 
72 ч наименьшее значение данного параметра так‑
же продемонстрировала культура клеток НСТ116 
(IC50 = 15,73 ± 3,2 мкмоль/л), а наибольшее – куль‑
тура клеток Сасо‑2 (IC50 = 32,505 ± 9,2 мкмоль/л), 
с небольшим отличием от культуры клеток НТ‑29 
(IC50 = 29,075 ± 7,4 мкмоль/л). При этом на графике 
доза–ответ наблюдали во всех клеточных линиях 
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Рис. 2. Антипролиферативное и цитостатическое действие алкалоида (Р1). А – сравнение антипролиферативного действия 
берберина и алкалоида (Р1) в отношении культур КРР и МНК здоровых доноров, экспозиция 72 ч; Б – кривые «доза–ответ» 
для культуры Сасо‑2; В – кривые «доза–ответ» для культуры НСТ116; Г – кривые «доза–ответ» для культуры НТ‑29.
* – разница между показателями в культуре КРР и МНК при соответствующей концентрации (Р1) достоверна, р < 0,05. 
МНК – мононуклеарные клетки крови.
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явление гормезиса – увеличение жизнеспособно‑
сти при низких концентрациях алкалоида Р1. При 
экспозиции 24 ч, гормезис проявился в культу‑
рах НСТ116 и НТ‑29 (рис. 2В, Г), однако в культуре 
Сасо‑2 данное явление было более выраженным 
при экспозиции 72 ч (рис. 2Б).

Чувствительность исследованных культур КРР 
к  антипролиферативному действию бербери‑
на варьировала в более широких пределах, чем 
в опытах с (Р1). Так, значение IC50 для берберина 
при экспозиции 24 ч было наименьшим в культуре 
НСТ116 (IC50 = 7,43 ± 2,4 мкмоль/л) и наибольшим 
в культуре Сасо‑2 (IC50 = 193,154 ± 13,1 мкмоль/л) 
с  промежуточным значением в  культуре НТ‑29 
(IC50 = 90,22 ± 8,2 мкмоль/л). При экспозиции 72 ч 
половинная ингибирующая концентрация бербе‑
рина также была наименьшей в культуре НСТ116 
(IC50 = 4,94 ± 1,2 мкмоль/л), а наибольшей – в культу‑
ре НТ‑29 (IC50 = 26,269 ± 4,5 мкмоль/л) с небольшим 
отличием от культуры Сасо‑2 (IC50= 23±3,1 мкмоль/л).

Сравнение антипролиферативных свойств двух 
тестируемых алкалоидов между собой показало, 
что при экспозиции 24 ч (Р1) проявил более высо‑
кую цитостатическую активность, чем берберин, 
в культурах Сасо‑2 (IC50

Р1 = 54,489 ± 8,3 мкмоль/л 
против IC50

berb = 193,154 ± 13,1 мкмоль/л) (рис. 2Б) 
и  НТ‑29 (IC50

Р1 =  55,375±7,1 мкмоль/л против 
IC50

berb = 90,22 ± 8,2 мкмоль/л) (рис. 2Г). В культуре 
НСТ116, наоборот, половинная ингибирующая кон‑
центрация берберина была почти на порядок мень‑
ше, чем значение данного показателя для (Р1) (IC50

Р1 
= 51,98 ± 4,8 мкмоль/л против IC50

berb =7,43 ± 2,4 
мкмоль/л). При длительной экспозиции значе‑
ния показателя IC50 между алкалоидами в куль‑
турах Сасо‑2 и  НТ‑29 сближались: для Сасо‑2 
IC50

Р1 = 32,505 ± 9,2 мкмоль/л против IC50
berb = 23 ± 3,1 

мкмоль/л, и для НТ‑29 IC50
Р1 = 29,075 ± 7,4 мкмоль/л 

против IC50
berb = 26,269 ± 4,5 мкмоль/л. В культуре 

НСТ116 при экспозиции 72 часа более высокая чув‑
ствительность к берберину по сравнению с (Р1) 
сохранялась (IC50

Р1 = 15,73 ± 3,2 мкмоль/л против 
IC50

berb = 4,94 ± 1,2 мкмоль/л).

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные результаты свидетельствуют о воз‑
можности индукции дозозависимой гибели клеток 
аденокарциномы толстого кишечника различных 
линий в культуре под действием исследуемого ал‑
калоида, выделенного из белокопытника гибридно‑

го Petasites hybridus (L.) G. Gaertn., B. Mey. & Scherb. 
Цитотостатическое действие (Р1) связано не только 
с концентрацией, но и с экспозицией – наиболее 
выраженной при 72‑часовой инкубации культур 
с соединением.

По данным нашего исследования, культура 
HCT116 проявила повышенную, по сравнению 
с  культурами Caco‑2 и  HT‑29, чувствительность 
к соединению (Р1) и берберину. Эти результаты 
подчеркивают важность выбора клеточной линии 
для оценки эффективности новых противоопухоле‑
вых веществ, в связи с их различной чувствитель‑
ностью к терапии.

Использованные культуры КРР имеют разные 
молекулярные и метаболические характеристики, 
чем могут быть обусловлены полученные разли‑
чия, определяющие их разную чувствительность 
к алкалоиду (Р1) и берберину. Так, они различаются 
по чувствительности к схеме FOLFOX и к гипоксии 
(НСТ116 более чувствительна, чем НТ‑29), что, воз‑
можно, связано с тем, что линия НТ‑29 дефицитна 
по р53, а НСТ116 имеет нормальный р53 статус, но 
при этом демонстрируют фенотип микросателлит‑
ной нестабильности [11].

Клетки линии Caco‑2 характеризуются как не 
имеющие активирующих мутаций в генах KRAS, 
NRAS, BRAF, PIK3CA; кроме того, они нечувствитель‑
ны к цетуксимабу [12]. У клеток линии НТ‑29 способ‑
ность к дифференцировке в энтероциты выражена 
умеренно, а у клеток линии Сасо‑2 наиболее актив‑
но. Эти линии часто используют в качестве модели 
опухолевого роста при исследовании абсорбции из 
кишечника лекарственных, токсических и других 
веществ [13, 14].

НСТ116 – высокоагрессивная линия с минималь‑
ной способностью к дифференцировке, есть дан‑
ные о том, что она представлена преимущественно 
опухолевыми стволовыми клетками [15]. В клет‑
ках этой линии выявлены гиперэкспрессия гена 
MDR1, вовлеченного в пролиферацию, миграцию, 
инвазию, химиорезистентность; последняя также 
связана с экспрессией в клетках НСТ116 линии 
генов NOX и Nrf2 [16]. Для линии HCT116 характер‑
на KRAS-мутация в кодоне 13, НТ‑29 экспрессирует 
KRAS, APC [17], а также имеет мутацию V600E в гене 
BRAF [12].

Таким образом, различия в восприимчивости 
клеточных культур КРР к алкалоиду (Р1) и бербе‑
рину могут объясняться разницей в молекулярно-
генетическом профиле по генам KRAS, TP53 и MLH, 
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мутации в которых связаны с сигнальными путя‑
ми RAS/RAF/MAPK и PI3K/Akt/mTOR, а также кон‑
тролем клеточного цикла, апоптоза и репарацией 
ДНК [18, 19].

Берберин, широко известный своим противоопу‑
холевым действием, также демонстрировал значи‑
тельную цитостатическую активность в отношении 
клеток КРР. Механизм его действия включает инги‑
бирование ферментов, участвующих в метаболизме 
глюкозы и жиров, а также модуляцию сигнальных 
путей, таких как путь AMPK [20]. Исследования пока‑
зывают, что берберин может вызывать апоптоз через 
активацию каспаз и подавление протеинкиназ [21].

Были проанализированы полученные нами 
данные по берберину с результатами исследова‑
ний других международных групп, так как наши 
значения показателей цитостатического действия 
берберина варьировали в  широких пределах. 
В ряде исследований в зависимости от экспо‑
зиции значения IC50 берберина для HT‑29 варьи‑
ровали от 34,6 до 52,37 ± 3,45 мкмоль/л [22, 23], 
а для HCT‑116 от 31 до 55,27 мкмоль/л [24–26]. 
Воздействие берберина в указанных дозах вы‑
зывало снижение экспрессии аквапоринов 1, 3 
и 5, а также увеличение экспрессии гена PTEN 
в клетках культур HT‑29, SW‑480 и HCT116. Повы‑
шение уровня экспрессии PTEN способствовало 
подавлению сигнальных путей PI3K, AKT и mTOR, 
что привело к росту уровня апоптоза в опухоле‑
вых клетках КРР и снижению их миграционной 
способности, эти данные согласуются с резуль‑
татами других исследователей [23].

Важным аспектом для нашей работы является 
то, что у НСТ116 описана чувствительность к не‑
которым соединениям, выделенным из растений. 
Например, ее рост in vitro ограничивает флавопи‑
ридол – соединение, разработанное на основе при‑
родной молекулы путем замещения одной из групп 

флавоноида на азот-содержащий гетероцикличе‑
ский алкалоид; у него обнаружены свойства инги‑
битора CDK9 киназы и противоопухолевая актив‑
ность при лимфопролиферативных заболеваниях. 
В последние годы у клеток этой линии показана 
чувствительность еще к ряду соединений расти‑
тельного и синтетического происхождения [26–28]. 
В исследовании Parry R. A. и соавт. было изучено 
действие на культуры КРР различных фракций, вы‑
деленных из эктракта штокрозы розовой, и выявле‑
на более высокая чувствительность к ним в МТТ-те‑
сте линии НСТ116 по сравнению с НТ‑29 [29].

Данные нашего исследования подтверждают 
гипотезу о том, что использование нового расти‑
тельного алкалоида (Р1) значительно эффективнее 
при КРР по сравнению с берберином.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Новый алкалоид (Р1), выделенный из белоко‑
пытника гибридного Petasites hybridus (L.) G. Gaertn., 
B. Mey. & Scherb, демонстрирует дозозависимое 
цитостатическое действие на культуры КРР, в от‑
личие от культур МНК, влияние на которые было 
минимальным. Наиболее чувствительной к дей‑
ствию (Р1) оказалась линия НСТ116. Результаты 
нашего исследования подтверждают, что новый 
растительный алкалоид (P1) значительно эффек‑
тивнее и обладает высоким антипролиферативным 
потенциалом в отношении ККР.

Таким образом, исследование подчеркивает зна‑
чимость нового растительного алкалоидa (Р1) как 
перспективного кандидата для разработки новых 
терапевтических стратегий против КРР. Однако для 
окончательных выводов необходимы дополнитель‑
ные исследования, включая оценку токсичности, 
фармакокинетики и механизма действия нового 
алкалоидa (Р1).
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